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ク ロ･マ カ リ ソ (K+ チ ャ ネ ル オ ー プ ナ ー ) の
Ca2+ チ ャ ネ ル と K+ チ ャ ネノレに対す る作用 :
- N G lO8-1 5細胞 に おける電気生理学的検討
金沢大学医学部内科学第 二 講座 (主任 : 竹田亮祐教授)
伊 藤 裕
( 平成4年 1月 8 日受付)
ク ロ マ カ リ ン ほ多く の 平滑筋組織 に お い て 筋弛緩作用を有する新 しい 種塀 の 降圧薬で ある ･ ク ロ マ カ リ ソ の 主 な 作用 部
位 は A T P依存性 K
+
チ ャ ネ ル で あ ると考 え られ て い るが , 最近 ク ロ マ カ リ ソ が 内向き Ca
2 +電流 に 直接的に作用する 可 能性も
報告 され た . ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ × グ リオ
ー
マ 雑種 NG108-1 5細胞は 2種煩 の 膜電位依存性 Ca
2 +
(T 型お よ び L 塑) 電流を
有 して い るが , こ の 細胞 に お い て 強 い 脱分極刺激 で 活性化 され る Ca
2 +電流の 中に 速く 不 活性化す る成分(N 勤 が最近発見 さ
れ た . 本研究 で は ク ロ マ カ リ ン が どの 型の Ca
2十 電流 に 感受性 を有す るの か を 明 らか に する こ と を 目 的と して 3種塀 の 膜電位
依存性 Ca2 ･電流 と K十 電流 に 及ぼす ク ロ マ カ リ ソ の 作用を N Gl O8-1 5細胞を 用い て 検討 した ･ 500FLM ク ロ マ カ リ ソ の 細胞外
液准流に よ っ て 弱い 脱 分極刺激で活性化 され る 一 過 性の Ca
2十
(T 型)電流は22～ 66% 抑制され た ･ 強い 脱分極刺激 で活性化す
る持続性 の Ba2 ･電流(L 型 Ca
2 +電 流)は29～ 73% 抑制された が , 強い 脱分極刺激 で 活性化 しすばやく 不活性化す る Ba
2 十電流
(N 型 Ca
2 ･電流) は ほ と ん ど影響 されな か っ た ･ T 型と L 型電卸 こ対す る IC50は 共に 約1 00jLM で等 しか っ た ･ 上 記の 抑制作
用ほ比較的速く現れ . また 可 逆的であ っ た . 500〟 M ク ロ マ カ リ ソ に よ り膜電位 は過分擾 しなか っ た が , Ca
2 +の 活動電位 の 最
大振幅ほ投与前に比べ 47 ± 6% (n = 8)減少 した . さら に , K
十 の 外 向きテ ー ル カ レ ン ト(す なわ ち活動電位後退分極を形成する
電流)の 速 い 成分も同様に500〃 M ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て45 土 6% (n = 10) 抑制され た ･ 以上 に よ り N G lO8-15細胞に お い て ク
ロ マ カ リ ン は T 型お よ び L 型 Ca
2 +電流 を抑制す るが , N 型 Ca
2十 電流を 抑制 しな い こ と が 判明 した ･ こ の 所 見は - ク ロ マ カ
リ ソ の 作用 は非特異的 で ほ なく非常 に 選択的 で ある こ と を 意味 して お り , ク ロ マ カ リ ン が 異な る Ca
2十
チ ャ ネ ル 分子 に 直接的
に 作用す る可 能性 が考 え られ た . こ の 結果か ら , ク ロ マ カ リ ン が 血管平滑筋弛緩をもた らす機序 の 1 つ が T 型 お よ び L 型
Ca
2 十
チ ャ ネ ル を 通 る Ca2 +流入 の 抑制で ある可 能性 が示 唆 され た .
Key W o rds Crom akalim , Ca
2+ in w ard c u re nt, T -ty pe! L-ty pe, N G lO8-15c ell
タ ロ マ カ リ ソ (Cr o m akalim :B R L 38227:(- )-tra n SM6-Cya n O-
3,4-dihydro-2,2-dim ethyト4T(2- 0 Ⅹ0-1- P yrr Olidinyl)-2H-1-be n z o-[b]
pyr a n
-3-0上, L 体の み は リ マ カ リ ン とも呼ばれ る) ほ ニ コ ラ ン ジ
ル . ピ ナ シ ジル な どと 共に K
+
チ ャ ネル に 作用 す る新 しい 種 煩
の 隆圧薬と して 近年開発された
1)
.
ク ロ マ カ リ ン ほ 多く の 血 管
お よ び臓器平滑掛 こお い て 著明 な筋弛緩作用を有 し, 高血 圧お
よ び 正常血 圧動物 で 末梢血管の 直接的な拡張 をもた ら し降圧作
用を示す1卜 3} . ク ロ マ カ リ ソ の 主な 作用部位 ほ K
+
チ ャ ネ ル と考
え られ て お り2), そ の 作用機序 と して は 血 管平滑筋細胞膜 の
A T P依存性 K+ チ ャ ネ ル を 開 口す る こ とに よ り 膜電位 を過分
橡す る こ と が ラ ッ ト大動脈 ･ 門脈や
2)
, モ ル モ ッ ト門 肝) ･ 腸 間
膜動静脈
4)な どの 血 管床に お い て 報告 され て い る .
しか し, 最近に な っ て タ ロ マ カ リ ソ が膜電位の 変化を ま っ た
く 伴わ ず に Ca
2 + の 自発放電を抑制 した り
2}∴過分極が始 ま る以
前から Ca2 十 の 活動電位を抑制 した りする な どの 報告が あり
4)
,
ク ロ マ カ リ ン に ほ K十 チ ャ ネ ル に対 する作用に加えて それ以外
の 何 らか の 作用 機序(お そ らく Ca
2 十チ ャ ネ ル の 抑制作用)が存
在す る こ と が 推定 され て い る . 培養神経腫瘍細胞 N G 108-15に
は A T P依存性 K
+ チ ャ ネ ル が 存在 しな い と 考え られ て い る .
した が っ て 本研究 に お い て は A T P依存性 K
+
チ ャ ネル 以外の
チ ャ ネ ル へ の ク ロ マ カ リ ソ の 作用 を N G lO8-15細胞 で 検討 し
た . また 一 般 に 膜電位依存性 Ca
2■ト チ ャ ネ ル ほ電 気生理学的忙
丁 型 , N 型お よ び L 型 の 3型 に 分燥 され る が
5)
, こ の う ち N 塑
の Ca2 +電流 の 存在 は血 管 な ど の 平滑筋細胞で は 認 め られ て お
らず神経系 の 細胞 に お い て の み 確認 されて い る
6)
･ N Gl O8-1 5細
胞に お い て は最近 丁 型や L 型以外 に N 塑 Ca
2 +電流の 存在が
発見 され た十 本研究で は こ の 細胞 を用 い て ク ロ マ カ リ ソ が ど
の 型の Ca2 十 チ ャ ネ ル に 作用す る の かを 検討 した .
材料および方法
Ⅰ . 材 料
本研究に お い て用 い た 細胞は 一 培養神経腫瘍細胞 N GlO声-1 5
A b bre viatio n s: D C C, dire ct c urre nt m ode; D H P, dihydropiridin; DM S O, dim ethyl sulfo xide; Hepes, N -2
hydro xyethyl- Piperadin e-N
,
-2- ethan esulfonic acid;IC50, half inhibition ･C O n Centr atio n; S E V C･ Single ele ctrode
voltage cla mp; T E A, tetr aethyla m m o niu m chloride; T T X, tetrOdotoxin
ク ロ マ カ リ ソ の Ca2 +, K
+ チ ャ ネ ル に 対する作用
(マ ウ ス ニ ュ ー ロ ブ ラ ス ト ー マ (N 18 T G-2)× ラ ッ ト グ リ オ ー マ
(C6 B U-1) 雑種細胞)であ る . プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 (Be ct｡ ｡
Dicks o n, Ne w Jers ey, U S A) で 1 % ウ シ 胎 児 血 清 (Fatal
bovin e s e rum)(Hazleto n, St･ Le n ex a, U S A), 100〟 M ヒ ポ キ サ
ン チ ン (Gibc o･ Gland Isla nd, U S A), 16p M チ ミ ジ ン (Gibco),
0･25m M ジ ブチ リ ル サ イ ク リ ッ ク A M P(ヤ マ サ 醤 胤 千葉) を
含有す る ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbe c c o rn ｡dified
Eagle
'
s m ediu m, D M E M)(Gibc o)に お い て , CO2イ ン キ ュ ベ ー
タ ー 内で 1 0 % C O2 を 含む 空気下 に 37 ℃ で湿度1 00% の 条件で
2 ～ 3週間培養を行 い 分化を誘導 した 細胞を使用 した . 培養中
に は培地を 2 日おきに 交換 した . プ ラ ス チ ッ ク培 養皿 の 底面全
体に は , 0･ 01% ポ リ オ ル ニ チ ン (Sigm a, St. Lo uis, U S A) を
150m M ホ ウ酸緩衝液(pH 8.1) に 溶解し メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー
(M IL L E X-G S, M illipo re, 東京)で 無菌化 した液 1 ～ 2滴を 滴下
し塗布 した .
1 . 方法 (電気生理学的方法)
上記の 培養 皿 と 3 M K Clを 満た した容器 とを 寒天ブ リ ッ ジに
て 電気的に 連結 した ･ さ らに 上記 の 容器中に お い た 銀 一 塩化銀
電極を介 して下記 の 増幅器に 接続 した . 催流液の 温度 を 一 定に
す るた め上 記 の 皿 を の せ た基台の 下 に ほ りめ ぐ ら した電熱線を
C rO m akalim 50叫M
阜
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直流電源(P S-41 X M･ Daiw a ･ 大 阪)に 接続 した . 濯流液温度 を
准流液中に お い た温度セ ン サ ー プ ロ ー ブ (511, Yello w Springs
In str u m e nt, O hio, US A) と温度モ ニ タ ー (Y SI, Yello w Springs
In str u m e nt) に よ っ て33～ 35℃ に 保持 した . 実験台 の 周囲を金
網張り の 衝立で さえ ぎり こ れを 接地 した ■ さらに交流様雑音 の
原因と な りうる全周辺機器〔実験台 , 倒立 顕微鏡(日本光乳 東
京), オ シ ロ ス コ ー プ(Ⅴ-21 2, V C 朝 20, 日立 , 東京), 刺激発生
装置(D P S-165B,･ Dia Medic al Syste m , 東京), マ イ ク ロ マ ニ ュ
ビ レ ー タ ー (Leitz･
I
Ger m a ny), 増 幅 器 (後述), 記 録 計
(RJG-41礼 日本光電, 東京)な ど〕 を痩地 した . 准流液を 重力
に よ っ て 滴下 し, 培養皿 の 反対側か ら吸 引排除 した .
1 ･ 膜 電位 と活動電位の 測定
1 M K' citr ate で 満 た した 微小 ガ ラ ス 電 極(Gla ssIB B L,
W orld Pr ecision In str u m e nts, Ne w Ha v e n, US A) (10～ 40 M
E2) を培養細胞に 刺入 し, 微小電位用前置増幅器(DPZ-1 6, Dia
Medic al Syste m) に て 膜電位 を 記録 した . 静 止 膜電 位 が
~ 30～ - 60m V の 細胞を 用い , 静止 膜電位が こ れ よ り脱分極 L
て い る細胞は除外 した ･ ホ イ ー ス ト ン ブ リ ッ ジ回 路を 内蔵 した
前置増幅掛 こて , 5秒間隔で0･05～ 1.OnA の 細胞内電流通電を
0■5秒間加 え た後 に 発生す る Ca2 +活動電位 と活動電位後退分極
B






Fig1 1･ Effe cts of cro m akalim o nthe re sting m e mbr a n epote ntial･ Ca
2･
a ctio n pote ntiaIs and spike afterhyperpolariz ation s of anN Gl O8-15c e11･ T he cellw a sperfu s ed with Tris-= C トbuffer ed s aline (NaCl 140m M･ K C1 5･4m M, CaC12 1･8m M, MgC12 0.8m M ,D-glu c os e20m M･ T TX O･5p M, Tris-= C1 20m M, p= 7･2)plu sl % DM S Owith or witho ut 500p M, Cr O m aklim . T he N Gl O8-1 5C ellw asstim ulated by ap plylng a C O n Sta nt O･6nA c urr e ntforO･5 se ce v e ry 5 se c, a Sindicated by the do w n w ard re cta ngulardefle ctio n s･ Ca2 + a ctio npote ntials (a n ode bre ak spike s) w er e e v oked at the c es s atio n of c u rre nt stim ulatio n･ T he potentialsW er eled offthro ugh a nim paled mic r oeI ctr ode(filled with l M K十 citr ate,10M E2)u sing a c o n v e ntio alc u rr ent-Cla mp r e c ordingm ethod･ Am plific ation w a s s atu rated du ring hyperpolariz atio n by e xtrin sic c urr ent･ Upw ard a nd do w n w ard a rro w sin Aindicate, re Spe Ctiv ely･ the on set a nd w ashout of 500〃 M cr om akalim t Note that the resting m e mbr a n epotential w a sdepolariz ed
SlightIy a nd the Ca2 + a ctio n pote ntials w ere s up pr e ss ed by 50〟 M cr o m ak alim ･ T he :a mplitude ofthe Ca
ヱ+
a ctio n pote ntialsbega nto dec re a s ewith a late n cy of l･6 min ･ and dec re a s ed to a minim u m at 6･7 min afterthe o n s et of cr om akalim . T he
tr a c e sin･B arety pic al ex a mple s ofthe Ca2 ･ actio npote ntial(i) and the spike afterhype rpolarizatio n(ii)o n a n expa nded tim eSCale in the abs e n c e of crom akalim (a), at 7 min afte rthe o n set of 500〟 M cr o m aklih(b) and at lOmin after w asho utt(c).Note that cr o m aklim partia"y a nd re v ersibly sup pres sed the Ca2 + a ction pote ntial a nd the spike afterhyperpola riz atio n. TT a C eS
Obtained･befor e(○主a nd du ring (○)the addito nof 500p M cr o m aklim･ar e superimpo sed in C,
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を記録 した ∴ 細胞外液を ト リ ス 塩酸緩衝液 (Tris-H C Lbuffer ed
s aline) 〔NaCl 140m M, K C1 5.4m M, CaC121 .8m M , MgCl2 0.8
m M, D - グ ル コ ー ス 20m M , テ ト ロ ド トキ シ ン (T T X) (三共,
東 京)0.5jL M, Tris-hydr o xym ethyl-a minom etha n e(Tris)-H Cl
(Sigm a)20mM , PH 7.2〕で 潅流 した . 微小ガ ラ ス 電擾 の 作製に
は ｣ 微小電極製作故(成茂, 東京)を用い た .
2 . 膜電流の 測定
微 小 電 流増 幅 器 (Ax o cla mp-2 A, Ax o nIn str u m e nts.
Bu rlinga m e, U S A) を用 い て 単電極膜電位固定法 に よ っ て膜 電
流を測定 した . N GlO8-15 細胞 の 外液を ト リ ス 塩酸緩衝液(同
上) で潅流 し た 状 態 で , l M K+ citrate で 満 た した 抵抗約
10 M Qの 微小 ガ ラ ス 電擾を 細胞 に 刺入 して T 型 Ca2 +電流 と
K十電流を 測定 した . まず , 電極を 細胞に刺入 し, ブ リ ッ ジ モ ー
ドで細胞内電位を記録 し, 0.1nA, 10ミ リ秒の 刺激 を 10 Hz で
繰 り返 し与え ブリ ッ ジバ ラ ン ス を合 わせ た , つ い で ダイ レ ク ト
カ レ ン ト モ ー ド(dir ectc u rr ent m ode, D C C)に て矩形波電圧を
入 力 し出力波形が 可 及的に 矩形波 に近似す るよ うに 上 記の 微小
電流増幅器 に 内蔵す る帰還 回路の 電気容量を加減 した . 次 に シ
ン グル エ レ ク ト ロ ー ド ボ ル テ ー ジ ク ラ ン プ (single ele ctr ode
v oltage cla mp, SEV C) ･t - ドで デ ィ ス コ ソ テ ィ ニ ュ ア ス ク ラ
ン プに し(ス イ ッ チ モ ー ド: 2 ～ 6 Hz), 上 記の 増幅器に 内蔵 の
ス テ ッ プ コ マ ン ドも ボ ル テ ー ジ コ マ ン ド モ ー ド に 切 り替 え





























Fig.2. Am plitudes of the Ca
2 +
a ctio n pote ntials` (a n ode
br e ak spike s)a s afu n ctio n ofstim ulu s c u rr e ntinten sityin
the abs e n c e of cr o m ak lim (●), at 7 ～ 10 min afterthe
O n Set Of l OOJL M (▲) and 500FLM (○)cro m akalim . T he
actio n pote ntials w er e e v oked after ap plying a c urrent of
O.05～ 1.OnA fo rO.5 se c. Note tha.t the pe ak ofthe actio n
pote ntials w a sdepr es sed 47 土6 %(n = 8) by 500FE M
CrO m ak Iim a nd 20 士6 %(n= =3)by 100FLM cro m ak.1im .
た . ホ ー ル デ ィ ソ グポ ジ シ ョ ン を調節 し膜電位を - 80m V に 保
持 し , 0.3秒 の ス テ ッ プ を +10m V ず つ 増 加 しな が ら加え て ゆ
くと T 型 Ca2十 電流 が現れ た ,
N 塾お よ び L 型 Ca2 +電流 の 測定に は ホ ー ル セ ル バ ッ チ ク ラ
ン プ法を 用い た . N 塾お よ び L 型 チ ャ ネ ル で は Ba之+ を 主 な
キ ャ リ ア ー とする の で Ba
2 +
を 含 む次 の 様な取成 の 細胞外液
〔BaCl2 50m M , NaC1 30m M, MgCl21m M, CsC15m M , D - グ ル
コ ー ス 20m M , 塩化テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム (tetra ethyla m-
m o niu m chlo ride, T E A) (ナ カ ラ イ テ ス ク , 京 都) 20m M ,
T T X O. 1 FL M, N -2 hydro xyethylTpiper a zin e-N
'
-2- etha n e
s ulfo nic a cid(HepeS) (Sigm a)1 0mM〕 で 潅流 し , そ の pH ほ
7.2 であ っ た , パ ッ チ ガ ラ ス 電極(G l.5, 成茂) を 2段 プ ラ ー
(成茂)で引い て作製 し , 次 に 示 す組成の 溶液 〔CsCl 1 50mM ,
MgC12 1m M, ethyle n eglyc ol-bis-( β-a min o ethyl ethe r) N,
N
'
-tetra aC etic a cid(E G T A) (Sigm a) 1 0m M, A T P(Sigm a)
1m M, Hepe slOm M, pH 7.3〕 で 満た した . まず , ブ リ ッ ジモ ー
ドで 電極 の 電気抵抗を モ ニ タ ー しな がら , 電極を 細胞膜 に接触
した さ い の 電気抵抗の 上 昇を観察 した後 に1.OHz, 10ミ リ 秒 ,
0.1nA の 電気刺激 を与 え , 吸 引 に よ り電極の 電気抵抗が 1 GQ
以上 に上 昇す るの を 待 ち , さ らに 吸引す る と電気抵抗が突然減
少 した . 次 に , D C Cモ ー ドに 切 り替えモ ニ タ ー 電圧が 矩形波状
と な る ま で帰還回路の 電気容量を 上 げ, S E V Cモ ー ドに 切 り替
え D Cク ラ ン プに して 20m V , 1 0ミ リ秒 , 10 Hz の 電気刺激 を
加え , 帰還回 路 の 電気容量を最小に しな がら増幅器 の 利得を 上
げた . 膜電位 を - 80m V に 保持 し, + 40～ + 1 50m V の 1 秒の
ス テ ッ プ パ ル ス を 加え る と L 型と N 型 Ca2 十電流が 得 られた .
ク ロ マ カ リ ソ を1 00% ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethyl
s ulfoxide, D M S O)(和光純薬 , 大阪)に溶解 し, 50m M の 濃度で
保存 し , 使用 の 際 に 各実験 に 使用す る緩衝液 で希釈 した . 1 %
の D M S Oを 加え前記 の 方法で33～ 35 ℃に 保 っ た上 記 の 緩衝液
で 細胞を潅流 し, 本研 究 に お け る 試験薬剤 (ク ロ マ カ リ ン ,
T E A) を 含む 溶液もそ れ ら の 薬剤を 含ま な い 緩衝液 と同様の 経
路 で 准流 した ∴ 溶媒 の 影響 を除外す るた め , 0 .1% エ タ ノ ー ル
溶液中に ク ロ マ カ リ ン を溶解 し同様の 実験を行 っ た が , こ れ ら
の 2種の 溶媒 の 間で は ク ロ マ カ リ ン の 作 用 に 差は 認め ら れ な
か っ た . ク ロ マ カ リ ン は ス ミ ス ク ラ イ ン ･ ビ ー チ ャ ム 製 薬
(Lo ndo n, U K) か らの 好意 に よ り入 手 した .
成 績
Ⅰ . 静止膜電位 , Ca2 +活動電位 お よび活動電位後過分極 に対
す る作用
ク ロ マ カ リ ン 100～ 500/∠ M の N G lO8-1 5細胞 へ の 投 与 に
よ っ て , 図1 A に 示 すよ う に 静止膜電位は変化 しな い か む し ろ
わ ずか に 脱分極す る傾向を 示 し(n = 15細胞), 過分極す る細胞
は な か っ た . しか し , 過 分極刺激 の 中止 に よ り 誘発 さ れ る
Ca2十 の 活動電位(offspike)の 最大振幅 は膜電位 の 脱分極 を伴 い
著明に 抑制 され た( 図1 A). そ の 抑制作用は ク ロ マ カ リ ン 投与中
一 定 に持続 し , 投与中止 に より 可逆的 に 元に 復 し た (図I B と
C). Ca
2+
活動電位に対す る ク ロ マ カ リ ソ の 抑制作用 の 発現ほ迅
速 で , 濯流回 路中を溶液が流れ るの に要す る時間(1.6分) を考
慮する と ほ ぼ数秒の うち に 抑制 し始 め , 最大抑制は薬剤濯流開
始後6.7 士1.0分 (n = 7) で得 られた .
図2 は Ca2 +活動電位誘発の た め に 与 えた 過分棟刺激 の 強 さ
(nA) とそ れ に よ っ て 生ず る Ca鈷 活動電位 の最大振幅 との 関係
ク ロ マ カ リ ソ の Caれ , E
ヰ
チ ャ ネ ル に 対す る作用
を示 す ･ ク ロ マ カ リ ン 500〟 M 存在下で は Ca2 +活動電位の 最大
振幅は べ ヒ ク ル (D M S O) 存在下の コ ン ト ロ ー ル よ り 平均4 7 土
6タ= n = 即 減少 した が , ク ロ マ カ リ ン 100〃 M で ほ20 士 6%
(n = 3)の 減少 に と どま り , ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用ほ用量依存
性で あ っ た .
さ らPこ, 活動電位後退分極(spike afterhyperpolariz ation) も
ま た ク ロ マ カ リ ン に よ っ て 可逆 的に 抑制 され た(図1 C).
そ こ で以下 で は 膜電位固定法 に て Ca2 十 と K十の 全細胸膜電流
を測定 し, そ れ ぞれ の イ オ ン 電流 に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 作用
を 調べ た .
Ⅱ . Ca2 +電流 に対す る作用
ク ロ マ カ リ ン の Ca
2 十
チ ャ ネ ル に 対す る 抑制作用 を 3 種類
(T 軋 N 塾お よび L 型) の 膜電位依存性 Ca2 ･電流 に つ い て 検
討 した .
1 ･ T 型 Ca2+ 電流に 対す る作用
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Fig, 3･ Effe cts of cr o m ak alim o n lo w-thresholdtra n sie nt
Ca2 i curr e nts in an N G lO8-1 5cell･ M e mbr a n e c u rre nts
W er e m e a s ur ed by a dis c ontin u o u s slngle-ele ctr ode
VOltage-Clam p te chniqu e with the Ax o cla mp-2A a mplifier
in a s witching m ode oper ating at 2～ 6 k Hz. Me mbra n e
C urre nts w er eled offthr ough sharp mic ro el ctr odes(filled
With l M K+ citrate･ 10 ME2) by impaling c e11s so aked in
Tris-H C トbuffered salin e･ Up pe r m o st tr ac e ‥0･3 se c step
puls es of - 60
･
- 40
･ -20 a nd Om V fr o m aholding
pote ntial of - 80m V ･ Lo w erfo u rtr a c es :in w ard Ca2 +
Cu rre nts e v oked by the v oltage steps indic ated at the
begin nlng Of the curr e nt tr a c esfro m - 80m V in the
abs en c e of cro m aklim (1eft), at7～ 1 0 min afterthe o n set
Of 500FL M cr o m aklim (c e nte r) and at l O min after
W ashout(right)･ Note that 500〟 M c rom akalim ca u s ed a
re V erSible de cre a sein the in w a rd curr e nt of 42 士5 %
(n==1 0)･ a S W ella sin the outw ard c u rr ent, Cro m ak alim
atten u ated the ;tra n Sie nt inw ard Ca2 + c urr e nt at e ach
tested pote ntial.
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典型例を図3 に 示 す･ 細胞 に は 0･5〟 M の T TX の 存在下に
- 80m V の 固定膜電位か ら各膜電位 へ 0･3秒 の 脱分極刺激 が加
え られ て い る ･ + 30m V 以上 の 脱分極刺激に よ っ て ､, 一 過性で
速や か に 不 活性化す る内向き電流(T 型 Ca2 ･電流)が 発生 し,
それ に 引き つ づ い て 持続性 の 外向き電流 (遅延整流 K十 電 流 お
よ び Ca2 +依存性E+ 電流)が現れ た t ク ロ マ カ リ ン 500〃 M 投
与に よ り こ の T 型 Ca2 十電流は42 士 5% (n = 10) 減少 し , そ れ
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Fig･ 4･ ELfe cts of cr o m aklim o n high-thre shold Ca2･
C urr e ntS in a nNG lO8-15c e11･ T he patch v oltage-Cla mp
te chniqu e w a s us ed to r e c ord the high-thre shold Ca2･ (N-
a nd しIike) c urre nts, with Ba2十 a sa charge carrierio nin
a n e xtrac e11ula r s olution of the foIlo wing c om positio n :
BaC12 50m M･ NaC130m M I MgCI2 1rnM , CsC1 5m M,
D-glu c o se20m M･ T E A20m M･ T TX O･1J} M , Hepes
lOm M】 PH 7･24･ The patch ele ctrodesc o ntain ed a s olutio n
Of the follo w lng C O mpO Sition ‥CsCl 150rnM, MgCl2 1m M,
E GT A lOm M･ A T P lm M･ =epes10m M･ p= 7･3■ Up per-
m OSt tr a c e ‥1 s ec step puls es of -20, 0, 20a nd 40m V
fro m aholding pote ntialof - 80m V･ Lo w er fo urtra c e s:
Ba2 十 cu rr e nts e v oked by v oltage steps indicated at the
begin n lng Of the c urre nt tra c e sfr o m - 80m V in the
abs en c e of cr o m ak lim (1eft), at7～ 10 min afterthe o n set
Of 500p M cr o m ak lim (c e nter) and at l O min after
W a Sho ut(right)･ In ahybridc ell depola riz ed to + 20m V,
this c u rr e nt wa s at a m axim u m im m ediately afte r a
V Oltage step (the Nqlike c u rrent)a nd de cre as ed pr ogr e ssiT
V ely ther e afte r, and the lo ng
-la sting c urre nt pe rsited at
the end ofthe l se cdepola rizing step(the しIike c u rr ent).
Note that 500〟 M c ro m aklim r edu c ed re v ersibly the
lo ngAla sting c u rr ent by 55 士4 %(n = 12), although it had
little or no effe ct o n the pe ak cu rre nt e v oked by a ny
te sted c o mm a nd pote ntial.
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と ともに 外向き電流も減少 L た. こ の 一 過性 Ca2 十 内 向き電流
に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用 は図3 か らプロ ッ ト した電流
一 電圧関係曲線か ら判断す ると , ス テ ッ プ パ ル ス を 加え た すべ
て の 膜電位(- 60～ - 10m V) に お い て 認め られ , そ の 作用は 可
逆的であ っ た (文献8 の 図 1参照). また , こ の 作用ほ 用量依存
性であり , half inhibitio n c o n c e ntr atio n(IC5｡) は 1 03 ± 4FL M
(n = 4) で あ っ た .
2 . L 型, N 型 Ca2
+
電流 に 対す る作用
N GlO8-15細胞 で ほ 50m M BaCl2 溶液で 潅流 した 状態で細胞
に 強い 脱分極刺激 を加え る こ と に よ り , Ba
2十
を イ オ ン キ ャ リ
ア ー と する 特徴ある高閲値 Ca






























- 80 - 4 0
仙80∴
- 80nlV - 4 0
holding pote ntial
Fig. 5. No r m alized ste ady-State in activ atio n c u r v e sfor 3
C O mPO n e ntS Of Ca
2+
c urr e nts c o n stru Cted in the abse n c e of
cr om akalim (●)a nd at7～ 1 0 min afterthe o n set of 500FL
M cr om akalim (○). The graph sho ws T-1ike Ca
2 十とurr e nts
(up per), N-1ike (mid dle) or L,1ike (lo w e r) Ba2 + c u rr e nts.
Ste ady-State in a ctiv atio n c ur v es obtain ed by m e a s urlng
Ca2 + a nd Ba2 + c u rr e nts at c o n sta nt c o m m a nd pote ntials
(- 40m V a nd Om V) fr o m differ e nt holding pote ntials
(n = 3, e a Ch) w e re n or maliz ed. Note that the c u rv esin the
abs e n c e a nd pr e se n c e of cr o m akalim w e realm o stide ntic-
al.
の 膜電位を - 80m V に 保持 した 状態か ら - 20～ + 40m V 付近
へ 脱分極刺激を加え た 際に , 図4 に 示す よう に 立 ち上 が りの 速
い 一 過性の 内向き ト ラ ン ジ ェ ン ト (N 型) 電流が流れ , 引き つ づ
き こ れ が 速や か に 不 活性化 され 1 秒後に は持続性 の (L 型) 電
流 の み が 残 され た . 不 活性化の 程度は細胞間で か な り異な っ た
が 1 秒後 に は 上 記の 一 過性 の 内 向き N 型電流 の 5 8 土 5%
(n = 25) に まで 不 活性化 した .
ク ロ マ カ リ ン 500〃 M 投与に よ り , 1 秒刺激 の 最後 の 振幅 で
み る持続性 の L 型電流 は 可 逆的に ク ロ マ カ リ ン 投与前の 5 5 土
4 % (n = 12) 減少した が , 一 過性 の N 型 ピ ー ク 電流は ほ と ん ど
も しく は全く抑制 され なか っ た ( 図4). 図 4 や文献 8の 図2 の
よ う に - 80m V の 膜電位か ら各膜電位に 各々 1 秒 間 の 脱分極
刺激 を加 え た際 の L 型 お よ び N 型電流か ら プ ロ ッ ト した電流
一 電圧関係曲線 か ら判断す る と , L 型電流 に 対す る ク ロ マ カ リ
ン の 抑制作用 は 刺激電圧依存性 で最大抑制 ほ 0 ～ + 40m V に 脱
分極 した 際に 得 られ , そ の 作 用 は 用量依存性 で あり IC5｡ は1 02
Fig .6. Effe cts of cr om akalim o n outw a rds tailc u rre nts
e v oked at the c e s s atio n of a O.3 s ecdepolarlZlng V Oltage
SteP tO Om V (Vc)fro m v ario u shoIding pote ntials (V h).
Outw a rd tailc ur re nts w er e obtain ed in the abs e n c e of
C rO m aklim (2nd ro w) a nd at 7ん1 0min afterthe o n s et of
500FL M c r o m aklim (3rd r o w) u nderthe s a m e c o ndito n s
a sin Fig . 3. T he depola rlZlng pre-Pulseindu c ed a nin w ard
Ca2
+
c u rre nt follo w ed by a n o utw ard c u rr e nt. T he s e
C urr e ntS W er ehigher tha n c o uld be m e a s ur ed o n the
a mplificatio n set ting sc ale. Note that 50FLM cr o m ak lim
S up preSSed by 45士6% (n = 1 0)the pe ak a mplitude of the
O utW ard tail c urr e nt. T he lo w ergr aph sho w s the
r elatio n ship betw e e nthe pe ak a mplitude s of the o utw a rd
tailc u rr e nts a nd the po st-puls epotentials. T he s e c urr e nts
r e v er s ed at posトpulse pote ntial岳 of abo ut - 90m V befor e
(●)a n4 - 85m V du ring (○)the ad dito n of 500FL M
cr o m aklim . Note that cr o m aklim didn ot alter the
r eve rs alpote ntial.
ク ロ マ カ リ ン の Ca2十 , K
十 チ ャ ネ ル に 対す る作用
士 5ノJ M (n = 4) で あ っ た . 一 方 , N 型電流 は - 30～ +50m V
の 範 囲の い か な る 刺激電圧を加え て も ク ロ マ カ リ ン で は 抑制さ
れ なか っ た .
3 . Ca
2+ 電流に 対する作用動態 に つ い て の 検討
さ らに , N Gl O8-15細胞の 3種類の 膜電位依存性 Ca2+ 電流 の
ste ady-State 不 活性化動態 を調 べ た . 各 々 異な る膜電位 か ら
T 型電流で は M 40m V へ 脱分極刺激 を加 え た 際 の Ca2+ 電 流
を , N 塾お よ び L 型電流で ほ Om V へ 脱分極刺激を加 え た際の
Ba
2+ 電流を 測定 した (各々･ n = 3). 500ノノ M ク ロ マ カ リ ン に よ る
T 型電流 の 抑制は固定膜電位 が - 70m V よ り負に ある状態 で
は 明らか と な り , L 型電流 の 抑制 は - 10m V よ り負 で明 らか と
な っ た (文献8の 図 3参照). 一 方 , N 型電流 の 不 活性化曲線 は
ク ロ マ カ リ ン 投与 に よ っ て変 化 しな か っ た . と こ ろが , 各々 求
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性化曲線は ク ロ マ カ リ ン の 有無 に よ り は と ん ど変化 し な か っ
た ･ こ の こ と は , ク ロ マ カ リ ン は T 型お よび L 型電流 の カ イ
ネ テ イ ク ス を変え ずに 最大振幅の み を減ず る ように 抑制 し てい
る こ と を 示唆す るt
Ⅲ ･ Ca
ま+
依存性 K+ 電流に 及ぼ す影響
脱分極刺激を 止 め る と , そ れ ま で 流れ て い た 外向き電流 が
い っ た ん途切れ , 一 瞬の ア ー チ フ ァ ク ト電流 の の ち , ふ た た び
外向き電流が流れ る ■ 後者の 外向き電流が テ ー ル カ レ ン ト と呼
ば れ これ に は 速く現れ速く減衰する成分(fa st)と ゆ っ く り減
衰す る成分(slo w)が ある . 各 々 Big K寸 お よ び Sm all K+ と呼
ばれ る 2種類の Ca2+ 依存性 K+ 電流に よ り形成 され て い る こ と
が 判明 して い る (文献9の 図 2参照).
図 6に 各固定膜電位か ら Om V へ の 脱分極刺激 を0.3秒で 中
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O utW ard tailc u rre nt･ N G lO8-15 hybridc ells poss es stw oty pes of
inhibited s electiv ely by T E Aand the slo w c ompo n e nt which is~~~ r▼~▼~-~● ▼ Y U ~ 〉 ■ V 〉 -▲ ' 〉 AJ L J J ▲ JL,･J i l ⊂111 U u J C a l U YY し; U LrlPU rI 巳 n t. W nlC n lSinhibited by d T Co r apamin ･ A: O utW ard tailc u rre nts e voked at the c e ss atio n of a O･3 s e c(a)o r aO･1 s e c(b)depolari migpre-pulseto Om V fro m holding pote ntialof q 40m V (a) or -50m V (b), a Sindic ated by the upw ard r e cta ngula rdefle ction s,before(●)a nd at.10min after(○)the o nset of 500〃 M cro m akalim (a) o r20m M T E A(b)･ Cells in (a) a nd (b) w e rediffere nt･ B‥ Se milog plot of the de c ay ofthe o utw a rd tailc urr entin the pre s enc e(○)a nd abs e n ce(●)of 500p M cro m aklim(a) or20m M TE A(b)･ Data points r epr e se nt the r elativ e a mplitude s of the outw aJd tailc ur rent m e a su r ed in A . T he fa stC O mpo ne nt of the tailc urr e nt, Which w a sinhibited by 20m M T EA･ W a S als o sup pres sed by 50 0p M cr o m aklim . The slo w｢ヽ ′ヽ m n ′ ヽ t l ′ ､ γ ‥ト + _ 一､ _.__! __1 l
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す . テ ー ル カ レ ン ト は ク ロ マ カ リ ソ 500〃 M 投与 に よ り45 ±
6% (n = 10) 抑制され た . しか し, こ の 電流が K
+
イ オ ン の 透
過性 に よ る こ とを 示す反転電位 は ほ と んど変化 しな か っ た (ク
ロ マ カ リ ン 投与前 90 ±5m V , ク ロ マ カ リ ン 投与後 85 ±5mV)･
さ らに , テ ー ル カ レ ン † に 対す る抑制作脚こ つ い て , ク ロ
マ カ
リ ソ と T E A と を比較 した ( 因7). 図7A に 示 す よ う に , 500
FLM ク ロ マ カ リ ン (a)や 20mM TE A(b)で は テ
ー ル カ レ ン ト
の 速い 成分 は抑制 され , 遅 い 成分は 残 っ た ･ 図 7B に 不 活性化
の 時間経過 を示す. 速 い 成分 の 不 活性化 は遅延化 した が 遅い 成
分の 不 括性化は影響 され なか っ た ■ また , こ の 作用ほ 薬剤 の 投
与中止に よ り可 逆的に元 に 戻 っ た ･
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ニ ュ
ー ロ ブ ラ ス ト マ (神経芽細胞腫)C 1300 は, 1 940年 に 米
国 ジ ャ ク ソ ン 研究所 の A/J マ ウ ス 腹腔内に発見 さ れ た 原発性
の 交感神経節の 腫瘍 で ある
1 0ト 12)
･
こ の 腫瘍細胞 は生体内(マ ウ
ス → マ ウ ス) の 移殖に よ り維持され , 1968年 に 組織培養 に 移 さ
れ長い 突起10)ll)と興奮性 の 膜
l綱 を もつ な どの 神経細胞様 の 性質
を有する こ と が 明 らか とな っ た . さ らに この 細胞は コ リ ン ア セ
チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼや タ イ P シ ソ ハ イ ド ロ キ シ ラ
ー ゼ 活性
を有する点
14}15) か ら , 生化学的 に も神経細胞機能 を備 え て い る
こ と が示 され , 神経機能研究の モ デ ル と して 広く用い られ る よ
ぅ に な っ た . これ らの 培養細胞神経伝達物質合成酵素活性の 面
か ら コ リ ソ 軋 ア ド レ ナ リ ン 性 , セ ロ ト ニ ソ 性 , 無活性型な ど
の ク ロ ー ン 細胞18) 川
16)17) が 確立 され た ･
そ の 軋 米国 NIHの Nir enbe rg 研究室 で は , ニ ュ
ー
ロ ブ ラ
ス ト マ N1 8
17)の ヒ ポ キ サ ン チ ン ･ グア ニ ン
･ ホ ス ホ リ ボ シ ル
ー ラ ソ ス フ エ ラ ー ゼ 活性 を欠く変異株 N1 8 T G-2(チ オ グ ア ニ ン
抵抗性) 細胞
13} と他 の 種 々 の 細胞 を セ ソ ダイ ウイ ル ス を 利 用 し
て 細胞融合 した雑種細胞を作 りだ し, 神経機能発現の 遺伝的解
析 に 使用 した
13)18)1 g)
. 今 臥 著者 が 用 い た 培養神経腫瘍細胞
N G lO8-15ほそ の 中の 1 つ で あり , N1 8T G-2細胞 と ラ ッ ト グ
リ オ ー マ C 6 B U-1(チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 乱 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ
リ ジ ン 抵抗株)抑 と の 雑 種細胞 で あ る ･ こ の 細胞 は両親細胞由来
の マ ウス と ラ ッ ト両方の 染色休約1 42本を有 し約 4 倍体 で あ る
た めか , 何代もの 継代培養申そ の 生理 的, 薬理 的諸性質 が比較
的安定 して発現 して い る こ と か ら
21)
, シ ナ プ ス 形成 の 様 な 細胞
間認識過程や神経活動 の 分子 レ ベ ル で の 解析な どの 研究に すぐ
れた 材料と して 注目 され て い る ･
N G lO8-15細胞ほ 未分化 な状態ですで に ア セ チ ル コ リ ン , セ
ロ ヤ ニ ン , ド ー パ ミ ン , ブ ラ ジ キ ニ ン , プ
ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ な
どに 反応 し, それ らの 反応は 細胞が発現 して い る各 々 の 受容体
に よ っ て 媒介さ れ て い る と考えられ て い る
2 2) 瑚
･
こ の 細胞 が 持
っ と され る受容体 に は ム ス カ リ ソ 性 ア セ チ ル コ リ ソ m4 タ イ
プ 騨 }, ア ドレ ナ リ ソ 性 α 2タ イ プ , セ ロ ト ニ ソ 5H T3タ イ プ , オ
ビ ュ ー ト ∂受容 軋 ド ー パ ミ ン , ブ ラ ジ キ ニ ゾ
l)
, ア ン ジ オ テ
ン シ ソ Ⅱ , ニ ュ
ー ロ テ ン シ ソ , ソ マ トス タ チ ン , セ ク レ チ ン ∫
E2, F2 α｣D2, El,Ⅰ之な どの プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ 塀 の 受容附 ア デ
ノ シ ソ , A T P, エ ン ドセ リ ソ
期 受容体 などが ある ･ さ らに , こ
の 細胞ほ こ れ ら の 受容体 の み な らず , 分化 を 誘導す る こ と に
ょ っ て , Na
+ チ ャ ネ ル , T 塑 ･ L 型 ･ N 型険電位依存性 Ca
2 +
チ ャ ネ ル
抑
, 遅 延整流型 K
十 チ ャ ネ ル , 院 電位依存性 M 型
K
･
チ ャ ネ ル , f 型 ･ S 型 Ca
2 +依存性 K十 チ ャ ネ ル , カ チ オ ニ ッ
ク チ ャ ネ ル な ど の 多く の イ オ ン チ ャ ネ ル を 発現 して く る こ とで
も知 られ て い る
田l
.
Ⅱ . ク ロ マ カリ ン と A T P依存性 K
十
チ ャ ネル
現在ま で に , K
+ チ ャ ネ ル に は 上 記の もの も含め 多く の 種類
が発見 され て お り
g)
, K
+ チ ャ ネ ル オ ー プ ナ ー と して ク ロ マ カ リ
ソ が どの タ イ プ の K
+
チ ャ ネ ル に作 用す るか に つ い て 以下に 示
す ような種 々 の 検討が な され て きた . 以前 よ り経 口 血 糖降下剤
と して 知 られ て い る グ リ ベ ン ク ラ ミ ドが摘出血管標本 に お い て
ク ロ マ カ リ ソ の 血 管平滑筋弛緩作用や
郎R b+ 流 出作用 を阻害す
る こ と が 報告 さ れ
27)28)
, ま た 実 際 に 生体 に お い て も 正 常 血 圧
ラ ッ ト で グリ ベ ン ク ラ ミ ドが ク ロ
マ カ リ ソ の 降圧作用を抑制す
る こ とが 示 され た
2g)
. グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは 膵β細胞や 心 筋細胞
に お い て A T P依存性 K
十 チ ャ ネ ル を 抑制する こ と が既 に 知 ら
れ て お り
30)31)
, ク ロ マ カ リ ソ が A T P依存性 K
+ チ ャ ネ ル に 作用
す る可能性が強く 示唆 され た ･ さ らに , Esc a nde ら
32)は心 筋細
胞 に お い て イ ン サ イ ド ア ウ ト パ ッ チ ク ラ ン プ法 を用 い た シ ン グ
ル チ ャ ネ ル 電流 の 記録 に よ っ て , ク ロ マ カ リ ソ が A TP 依存性
K十 チ ャ ネ ル の 開 口時 間を延長さ せ る こ とを 直接的 に 証明 し ,
また Sta nde n ら
33)も家兎腸間膜動脈 に お い て 同様に ク ロ マ カ リ
ン が A T P依存性 K
十 チ ャ ネ ル を 開口 させ る こ とを 報告 し, ク
ロ マ カ リ ソ の 主な作用部位 は A T P依存性 K
十 チ ャ ネ ル で ある
と 考え て よ い で あろ う .
と こ ろ が 最近 K十 チ ャ ネ ル へ の 作用に 加え て ク ロ マ カ リ ソ が
ca2 +チ ャ ネ ル の 内向き電流を抑制す る こ と が ラ ッ ト門脈平滑筋
に お い て報告 され34〉, Ca2
+
チ ャ ネ ル へ の ク ロ マ カ リ ン の 作 用も
注目 され ほ じめ て い る ･ しか し な が ら , 平 滑筋細胞 は
一 般 に
A T P依存性 K+ チ ャ ネ ル を持 っ て お り , Ca
2 'チ ャ ネ ル へ の ク ロ
マ カ リ ソ の 作用 が K
+
チ ャ ネ ル の 開 口 に よ る 2次的変化であ る
可 能性も否定 できな い . す な わ ち , K
十 チ ャ ネ ル の 関 口 が細胞 の
電気的活動性を変え機械的 な弛緩を 引き起 こ す機序 と し て ,
K十 チ ャ ネ ル の 開 口 に よ り膜電位が K
+の 平衡電位 へ と移行す る
こ と に よ っ て膜電位依存性 Ca
2 十 チ ャ ネ ル が 2次的 に 抑制 され
細胞内 Ca
2→■濃度が 低下 し筋弛緩作用 が発現す る 可 能性も考 え
られ る . ま た そ の ほ か に も膜の 過分極が Na
十/CaZ十 交換系を 刺
激 した り35), 受容体を 介 して 細胞内 Ca
2 +
ス トア へ の Ca
2 +貯蔵 を
阻害す る 抑 な どの 磯序 もあ ると考 え られ て お り , こ れ らに 関 し
て ほ な お 一 層の 解明 が 必要で ある .
しか し, 今回 著者が用い た培養神経腫瘍細胞 N GlO8-1 5に は
現在 ま で A T P依存性 K
+
チ ャ ネ ル の 存 在が 確認 され て お ら
ず , 一 般に こ の チ ャ ネ ル を 欠如 した 細胞と考え られ て い る ･ し
た が っ て N G lO8-15細胞を用 い る こ と に よ っ て , A T P依存性
K
十 チ ャ ネ ル を 介 さな い そ れ 以外の ク ロ マ カ リ ソ の 作用機序 に





が N G lO8-1 5細胞の 膜電位を過分極 さ せず(図1), ま た
活動電位後退分極を形成す る K
+ の 外向きテ ー ル カ レ ン トは む
しろ抑制 され て お り (図6), N GlO 8
-15細胞 に は A T P依存性
K+ チ ャ ネ ル を含め ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て 活性化される K
十
チ ャ
ネ ル は存在 しない と考 え られ る ･ しか しそ れ に もか か わ らず ,
ca
2 +の 活動電位ほ ク ロ マ カリ ソ に よ っ て著 明に抑制 され て お り
(図1), ク ロ マ カ リ ソ が E
十 チ ャ ネ ル を 介す る こ と なく直接的
に Ca
2･ チ ャ ネ ル に 作用す る薬物で ある可能性が本研究 に お い
て 強く示唆 される . そ こ で , さ ら に どの 種塀 の膜電位依存性
Ca帥 チ ャ ネ ル に作用す るか を 詳細に検討 した ･
Ⅲ . Ca
2 ･
チ ャ ネル の種痕と ク ロ マ カ リ ン作用
ク ロ マ カ リ ン の Ca2 +, K
+
チ ャ ネ ル に 対す る作用
膜電位依存性 Ca2 +チ ャ ネ ル ほ , 骨格 乱 心 臥 平滑臥 な ど
の 筋肉や神経細胞 な どに 広 く分布 し8)t 細胞膜を 通 して Ca2 + の
流入 を調節 し筋収縮や神経伝達物質 の 放出 に 直接関与 し て い
る
6)
･ 膜電位依存性 Ca2 十 チ ャ ネ ル ほ , 細胞の 静止膜電位が脱分
極す る こ と に よ り活性化す る チ ャ ネ ル で あ り, Tsien ら叩 ほ 電
気生理学軌 薬理学的に Ca2 + チ ャ ネ ル を T 型 , L 型 お よ び
N 型の 3型 に 分類 した ･ T 型 チ ャ ネ ル は低開値で活性化 し(活
性化電位ほ - 70m V 以上), 速や か に 不活性化す るの で , 小 さ
な脱分極に よ っ て まず最初に 開 口 し, 血管平滑筋の 収縮反応38)
や 副腎球状層細胞39)か ら の ホ ル モ ン 分泌反応 な どの 最初の 段階
に 直接関与 して い る と考え られ て い る . しか し, T 型 チ ャ ネ ル
は Ca2 + の パ ル ス 的流入 を 惹起す る の で細胞内 Ca2 +濃度 に 及ぼ
す影響は比較的少ない ･ T 型 チ ャ ネ ル に は 低濃度で特異的に 作
用 する 薬物 ほ まだ 発見 され て い な い が , そ の 電気生理学的特徴
か ら他 の 型 と容易 に 識別 でき る . 現在 ま で に 知 られ て い るやや
特異的 に T 型チ ャ ネ ル に 作用す る薬剤と して は , ジ フ ェ ニ ル
ヒ ダ ン ト イ ゾ
0)41)
, オ ク ク ノ ー ル (Octa nol)
42}
, ア ミ ロ ラ イ ド
(A mi loride)舶)が あ る ･ L 型 チ ャ ネ ル は , 閥値電流 が高 い チ ャ ネ
ル で (活性化電位ほ - 10m V 以上), 不活性化が 非常 に 遅く ▲
Ba2 + に 対す るイ オ ン 選択性が高く した が っ て 大きな Ba打 電流
を運ぶ こ と が でき る (ス ロ ー プ コ ン ダ ク タ ン ス , 25pS)岬). L 型
チ ャ ネ ル の 不 活性化は遅い の で , こ の チ ャ ネル は 持続的な細胞
内 Ca2 +濃度上 昇を 必 要とす る反応 に関係す ると 考え られ6), 心
筋の 収縮反応や未分化な副腎髄質細胞(P C-1 2)か らの ノ ル エ ビ
ネ フ リ ン 放出な どの ホ ル モ ン 分泌 に 関与 し て い る胡). L 型 チ ャ
ネル の み に 低濃度 で 選択的 に 作用す る薬剤に ジ ヒ ド ロ ビ リ ジ ン
(dihydropiridin, D H P) 系の Ca2 + チ ャ ネ ル 阻害薬があ り45), L 塑
チ ャ ネ ル の α lサ ブ ユ ニ ッ ト が D H Pの 結合部位 と考え られ て い
る岬 ･ N 型 チ ャ ネ ル も高閲値(活性化電位は - 20m V 以上) の
チ ャ ネル で ある が , L 型と 異な る の は 不活性化 の 速度が速 い こ
と と され て い る3 7)･ T 型お よび L 塑チ ャ ネ ル ほ神経細胞を含 め
血管平滑乱 心筋細胞な ど多く の 紅織 の 細胞に 見出 され て い る
が , N 型チ ャ ネ ル ほ神経細胞で の み そ の 存 在が 確認 され て い
る6'･ ア ン ポイ ナ 貝(Co n u sgeogr aphu s) の 毒素で あ る w - コ ノ
トキ シ ソ (w･-C O n Ot Xin)47)は あ る 種 の 動物神経細胞 の N 型
チ ャ ネ ル を 不 可逆的に 強く阻害す る48). McFadz e a nら49)に よれ
ば NG lO8-15細胞 で ほ ア セ チ ル コ リ ン が 選択的に こ の チ ャ ネ ル
を阻害す る こ と が 示 され て い る ･ 今 回 の 実験 で も, Ba
2 1
を キ ャ
リア ー と して パ ッ チ ク ラ ン プ法で 測定 した Ba2 + の ピ ー ク 電流
は 同様に ア セ チ ル コ リ ン に よ っ て 選択的に 抑制を受けて お り ,
こ の ピ ー ク電流が N 型で ある こ と は確実 である . N 型 チ ャ ネ
ル の 生理的意義 と して は こ の チ ャ ネ ル ほ 山 一 コ ノ ト キ シ ン に 感
受性を有 し D H Pでは 阻害され な い こ とか ら , シ ナ プ ス に おけ
る伝達物質放出 (た とえ ば交感神経系 ニ ュ ー ロ ン か ら の ノ ル エ
ビネ フ リ ン 放出) に 主要な役割を果た して い る と 考え られ て い
る
58)
･ こ れ らの 膜 電位依存性 Ca2 十 チ ャ ネ ル の う ち , こ れ まで に
単離精製 され て そ の 構造 に つ い て 解析が な され た の ほ 骨格筋の
T 管膜に 存在す る L 型 チ ャ ネ ル の み で あり5一), T 型 お よ び N
型チ ャ ネ ル に つ い て ほ まだチ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 同定す ら行 な
われ てい な い 状態 で , 今現在 , こ れ らの チ ャ ネ ル 研究は急速 に
進歩 し つ つ ある分野 である .
本研究に よ り , N GlO8-15細胞 に お い て ク ロ マ カ リ ソ ほ T 型
お よび L 型 Ca2ナ 電流 を抑制する が , N 型電流を抑制 しない こ
とが 新た に 明らか とな っ た ･ こ の 結果 は ク ロ マ カ リ ン の 作用が
53
非常に 選択的 で ある こ とを示 して お り 1 こ の こ とか らもク ロ マ
カ リ ン が膜電位依存性 Ca2 十 チ ャ ネ ル に 直接作用す る可 能性 が
示 唆 され る ･ ラ ッ ト門脈に お け る検討で ク ロ マ カ リ ン が Ca2 ･
の 内向き電流(L 塑)を抑制す ると い う報告 珊 も あわ せ て考え る
と , タ ロ マ カ リ ソ ほ K十チ ャ ネ ル の み で はなく膜電位依存性
Ca2 十チ ャ ネ ル を も標的と して い る こ と は間違い な い もの と思わ
れ る.
ま た ･ 3種頸の Ca2 +電流 の 不 活性化曲線を標準化 した と こ
ろ , ク ロ マ カ リ ン の 有無 で 不 活性化曲線ほ変化 しなか っ た (図
5)･ こ の こ とは ク ロ マ カ リ ソ が 3種類の Ca2 十電流 の 時間依存
性 お よび膜電位依存性の あ る不 精性化 の カ イ ネ テ イ ク ス には 影
響 を及ぼ さ ない こ と を意味 して い る .
Ⅳ ･ K+ チ ャ ネルに 対する ク ロ マ カ リ ン間棲作用
外向きテ ー ル カ レ ン トは , 時定数的に 速い 成分と遅 い 成分 と
に 分け られ る ･ こ の うち , 速 い 成分は T E Aに よ り容易に抑制
され る が遅 い 成分は T E A で ほ抑制 されず に残 り(図7)
52)
, 1
〃 M 以下の 少量の ハ チ 轟の ア バ ミ ン 朋 や200〟 M 程度 の ク ラ ー
レ
瑚 に よ っ て抑制され る ･ こ の テ ー ル カ レ ン ト の 遅い 成分は 細
胞外液に加え た カ ドミ ウ ム で 抑制 され, - 80m V で 極性が反転
する の で Ca2 十依存性 K+ 電流 と考 え られ て い るgユ
. ま た速 い 成
分も T E A感受性を有す るの で Ca2 十依存性 K十 電流と 考え られ
て い るが52}, こ の 成分が ク ロ マ カ リ ン に よ り特異的に 抑制 され
る こ とが 今回示 され たわ けで あり , こ の 事実は ク ロ マ カ リ ン に
よ り細胞内 へ の Ca2+ 流入 が 実際に 減少 した こ と を 示 唆 し て い
る .
こ れ ま で の 血 管平滑筋に お ける検討 で は 1 0〃 M 程度の ク ロ
マ カ リ ン に よ っ て K
+ 電流が 著明 に 増強 さ れ4), ま た 実際 に 6
〃 M の ク ロ マ カ リ ン に よ っ て血 管平滑筋弛緩作用 が現 れ て い
る が
3)
】 こ の 濃度に 比 して 今回 の 著者の 研究で は 100～ 500〃 M
と非常 に 高濃度の ク ロ マ カ リ ン が Ca2 十電流の 抑 制 の 発現に 必
要で あ っ た ･ しか し , そ の IC5 0は 海馬神経に おけ る遅延腰洗馬
流に 関す る検討55)と ほぼ 同程度 であ り , おそ らく神経系の 細胞
で は血 管平滑筋細胞な どに 比 べ て ク ロ マ カ リ ン に 対する感受性
が低 い と 思わ れ る . 一 方 , Ar ch ら56)ほ モ ル モ ッ ト に お い て プ ロ
ス タ グ ラ ン ジ ン E2, セ ロ ト ニ ソ お よび ヒ ス タ ミ ン に よ る気管平
滑筋収縮 を ク ロ マ カ リ ン が抑 制する こ と を 確か め て お りそ の
IC50 は 血管平滑筋で の 値と ほぼ 同程度で あり , 今軋 ク ロ マ カ
リ ン は 降圧 薬と して の 使用ばか り で なく気管支拡張薬と して 利
用さ れ る 可能性もある ･ 以上 の よ う な臓器 特異性の み な らず,
ク ロ マ カ リ ン の 作 捌 こ は 血 管 に よ る特異性 の 違 い が あ り ,
Be njamin ら57) は正 常成人男性上肢 で の 検討で ク P マ カ リ ン は
静脈 よ りも抵抗血管に お い て 著 しい 血管拡張作 用 を有する こ と
を報告 して い る ･ また Nakao ら4)は モ ル モ ッ トの 腸 間膜に お い
て ク ロ マ カ リ ン ほ 動脈 よ り静脈 で よ り強力 で持続性 の膜電位 の
過分極作用を有する と報告 して い る .
今 臥 著者 は , 主 に A T P依存性 K+ チ ャ ネ ル 以外 の 町
チ ャ ネ ル お よび 膜電位依存性 Ca2 十 チ ャ ネ ル に 対す る ク ロ マ カ
リ ソ の 作用を 検討 した が , さ ら に よ り詳細 な検討を行う こ と に
よ り , そ の 他の チ ャ ネ ル に 対す る作用も明らか と なるか も しれ
な い ･ 実際! O kabe ら34)に よ っ て タ ロ マ カ リ ソ は Na･ チ ャ ネ ル
な どにもある程度 の 作用を及ぼす可能性 が報告 され て い る . ク
ロ マ カ リ ン は , 臨床的に ほ先に も述べ た ように 末梢血管弛緩作
用 を有す る降圧薬 と して の み な らず 仁 心 血 管に働く狭心症治療
薬 , 気管支に作用する喘息治療薬と して , また心筋細胞に働く
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不 整脈治療薬 と して 注 目 され て い るが , さ らに は 神経系作動薬
と して の ク ロ マ カ リ ソ の 広い 臨床応用 へ の 道が 開拓 され つ つ あ
る . さら に , 基礎研究 に お い て も , 薬理 学的に 膜電位依存性
Ca2
+
電流を分離識別す る1 つ の 手段 と して , 日 々 進歩する イ オ
ン チ ャ ネ ル 研究 に ク ロ マ カ リ ソ は大 い に 活用 され ると 期待 され
る .
結 論
K+ チ ャ ネ ル オ
ー プ ナ ー と して 知 られ る新 し い 種 類 の 降圧薬
で ある タ ロ マ カ リ ン の K十 チ ャ ネル お よ び Ca2十 チ ャ ネ ル に 対す
る作用 を 培養神経腫瘍 N Gl O8-15細胞を用 い て検討 し, 以下の
結果を 待た .
1 . 500ノノ M ク ロ マ カ リ ン に よ り 膜 電位 は過分極 せ ず ,
N G lO8-15細胞 に は ク ロ マ カ リ ン 感受性 の K
+
チ ャ ネ ル は存 在
しない と考え られ た . 一 方 , Ca
2 +の 活動電位の 最大振幅ほ ク ロ
マ カ リ ソ に よ っ て4 7% 減少し, そ の 作用ほ 可 逆的 で あ っ た .
2 . 500/J M ク ロ マ カ リ ン に よ り 3 種類 の 膜電位依存性
Ca2 +電流 の うち T 型電流は42% 抑制され t L 塾電流も55% 抑制
され た が , N 型電流 はほ とん ど影響 され な か っ た . T 塑と L 型
電流 に 対す る ク ロ マ カ リ ン の 抑制作用ほ用 量依存性 で , IC5｡ は
各 々 1 03/上 M , 102JJ M とほ ぼ等 しか っ た . こ れ らの 作用 ほ速
や か に 現れ , また 可 逆的であ っ た .
3 . 500J上 M ク ロ マ カ リ ソ に よ っ て K
+
の 外向きテ ー ル カ レ
ン トの 速 い 成分の み が 可逆的 に45% 抑制され た . こ れ は ク ロ マ
カ リ ソ の Ca
之+
チ ャ ネ ル 抑制作用に よ っ て 2次的 に も た ら さ れ
た と考え られ た .
4 . N GlO8-1 5細胞に お い て 膜電位依存性 Ca2
十
電流 に 対す る
ク ロ マ カ リ ソ の 作用 は 非常 に選択的 で あり , ク ロ マ カ リ ン が
K十 チ ャ ネ ル の み で は な く膜電位依存性 Ca
2十 チ ャ ネ ル に も直接
作用する こ とが 示 され た .
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E 恥cts ofc ro m ak lim (K + chan ne1 0pe ne r)onCa2 +a nd K+ chan n eIs: electrophysiologicalstudyin N G108･15
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Key w ords Cromakalim , Ca2 十in w ardc urrent, T y pe, L -type, NGlO8-15ce11
A bstra(:t
Cr o m ak lim is a novelclass ofantihypertentivedrugS Whichc aus e relaxationinsm o oth m uscleprepar ations･ T hepn n-
Cipalsite ofactio n ofcromakal irnis tho ughttobej m -S e n Sitiv eK + chan nels. In ad diton,ithas r ec endy beenreported that
CrO m aklim has adire c t e蝕ct o ninw ard Ca2+ c urre n ts･ N G l O8-1 5neur oblasto m aXglio m ahybridc ellshavebeen reported
topossess tw o types ofCa2
+(T･ a nd L like)currents･ A rapidlyinactiv adng(N-1ike)c o mponent ofthehigh-threshold Ca2+
C urr e n t W aSr e C ently fou nd in NGlO8-15cells･ T herefore,itis worthexa mlnlngtO 血d outto which speCleS OfCa2 +c u ト
r e nts cro m akalim is sensitivein N GlO8-15c ells･ In this report, the auther exa min edthe effCts ofcrom akalim o n3classes of
Ca2+ c urr e nts a ndse veralK + currentsin N G lO8-15 ce11s･ Ex tr a c ellular perfusion wi th 500FLM crom akalim pr oduced an
i 血ibitio n of 22～ 66 % in thelow-thresholdtran sie ntCa2 +(Tl ike)c urre ntin NGlO8- 15 hyb rid cells･ Cromakalim s up-
PreSSedthehigh-thre shold and long-1a sting Ba2 +curr e n t(L-1ike Ca2+ current)by29 ～ 73% ,buthad alm ost n o effct o nthe
high- threshold and ina ctivadng Ba2 +curr e n t(N-1ike Ca2+ c urr ent). I C50fbr T like and L-1ike currentswa sthe s am e at about
l00FL M ･ Theinhibitory e蝕 ct of 500FLM cr o m aklim o nCa2十 c urre n ts r e s ulted in depolarizatio n ofthe m embran epOten-
tial, and decre ase ofthe peak amPlitude of Ca2 + actionpotentialsdo w nto 47±6 %(n=8)of the co ntr ol le velbefbre cr o-
m akalim
･ Further m ore, thetail K+ o utw ard current, n am ely the fast c o mpone n t ofafterhyperPOlarization c urre nts, W aS als o
S uPPreSSed by 5 00pM cro m ak lim(45±6 %, n=10). T Yle reS ults clearlyindicate that cr onlakalim inhibited Tl andL-1ike
Ca2 +c uTr e ntS OfN GlO8-15cels･ Cro m akalim didn otinhibitthe N -1ikeCa2十 c u rr e nt･ TYlepreSe nt Studyde mons打atesthat
Cr O m ak alim m ay actdirectly o ndi飴re ntCa2十 chan n el m olec ules rather血anhaving a non-SpeCinc acdo n. n e r es ultsfur-
ther s uggest that in activ ation of the Ca2 + e nb･y thro ughthe L- and T-tyPe Cha nn els m ay also c ontributeto a cro m akali
induc edrelaxation ofv asc ulartissues.
